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Resum:

La industria d’alimentacié animal ha estat investigant diferents compostos bioactius
amb caracteristiques antioxidants, antivirals y antimicrobians per tal de reduir I'is
d’antibiotics en les mescles alimentaries i aixi evitar resisténcies antimicrobianes i
generacié de bacteries multiresistents. Els vegetals sén fonts riques en compostos
bioactius com per exemple: acids fenolics, flavones, flavanones, flavanols i en alguns
casos, limonoides. En el present treball, s’"ha desenvolupat i validat un metode d’analisi
per a la determinacié d’aquests compostos polifenolics en quatre matrius vegetals. Les
matrius han estat tractades amb etanol a un equip ASE (accelerated solvent extraction)
per tal d’extraure aquests compostos bioactius. L’analisi s’ha dut a terme mitjancant
cromatografia liquida, HPLC, amb un detector DAD (diode array detector) seguit d’un
MS (TOF, time of flight). EIl métode ha estat validat d’acord amb els requeriments per
nous metodes que inclou selectivitat/especificitat, linealitat, precisid, limit de deteccid i

limit de quantificacio.

Abstract:

Animal nutrition industry has been investigating different bioactive compounds which
have antioxidant, antiviral and antimicrobial characteristics in order to reduce the use
of antibiotics in nutrition mixtures, and then avoid antimicrobial resistances and also
avoid multiresistant bacteria generation. Vegetables are rich sources of bioactive
compounds, in particular, phenolic acids, flavones, flavanones, flavanols and, in some
cases, limonoids. In this work, a method was developed and validated for determination
of these polyphenolic compounds from four vegetable matrices. All samples were
treated with ethanol using ASE (accelerated solvent extraction) as an extractor to extract
these bioactive compounds. Analyses were performed by liquid chromatography, HPLC,
using DAD (diode array detector) and MS (TOF, time of flight) as a detector. This method
was validated according to the requirements for new methods, which include selectivity,

linearity, precision and accuracy, limit of detection and limit of quantitation.
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Objectiu:

El principal objectiu d’aquest treball és desenvolupar un métode analitic mitjan¢ant
técniques analitiques cromatografiques per a la determinacid i quantificacié dels dos
grups de compostos bioactius majoritaris de quatre matrius vegetals, obtenint aixi, un
total de vuit compostos polifenolics a determinar (acid cafeeic, quercetina, hesperidina,
eriocitrina, apigenina, luteolina, kaempferol, i limonina). Un cop desenvolupat el
meétode, I'objectiu sera la validacié d’aquest, tenint en compte els seglients factors:
especificitat/selectivitat, precisio, linealitat, recuperacio, limit de deteccié (LOD) i limit

de quantificacié (LOQ).

Introduccio:

Degut a I'augment de la preocupacidé social sobre els additius quimics a la industria
agroalimentaria, es pretén estudiar compostos bioactius procedents de fonts naturals,
com per exemple dels vegetals. Aquests compostos han de tindre propietats favorables
per a millorar la salut animal. Un exemple sén els polifenols, presents en diversos

vegetals i fruites, amb diverses propietats beneficioses per a millorar la salut de I'lanimal.

La majoria de vegetals son rics en compostos bioactius. Aquests compostos tenen unes

funcions especifiques dintre del organisme que promouen una bona salut3,

En I'industria de I'alimentacié animal han aparegut com a nous reptes la necessitat de
reduir I'addicié d’antibiotics, degut al perill d’aparicio de resisténcies antimicrobianes i
generacié de bacteries multiresistents. Una de les alternatives son els additius basats en
extractes de vegetals que contenen compostos bioactius amb caracteristiques
antimicrobianes, antivirals, antioxidants i antiinflamatoris, posseeixen propietats
antial-lérgiques i antiulceroses, i tenen la capacitat d’inhibir I’agregacié plaquetaria®2.

Dels compostos bioactius, aquest treball es centra en polifenols i limonoides ja que sén
els compostos bioactius predominants a les matrius vegetals objecte d’estudi al
laboratori APSA R&D de I'empresa Andrés Pintaluba, S.A. on s’ha portat a terme el

present treball.

Els polifenols sén un ampli grup de compostos que es divideixen en subgrups depenent

de la seva estructura: flavonols, flavanones, flavones, acids fenolics, etc. Tots ells tenen

3
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estructures similars on la posicié del grup alcohol determinara molts cops el tipus i
funcié de la molecula. A la natura, aquests compostos es troben principalment en forma
de glucosid¥?4, La figura 1 mostren les molécules dels principals polifenols en els quals
es basara aquest treball. Aquests compostos han estat seleccionats a partir d’un estudi
bibliografic previ, on s’ha cercat quins compostos bioactius sén més beneficiosos i quins

sén majoritaris en els diferents vegetals en estudi.
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Figura 1. Estructura de les molécules d’estudi. Principals flavonoides i limonoide (limonin) de les diferents matrius: a)
acid cafeeic, b) quercetina, c) hesperidina, d) eriocitrina, e) apigenina, f) luteolina, g) kaempferol, h) limonina.

El fet de que aquests compostos es trobin en forma de glucosid tendeix a dificultar la
identificacid en l'etapa del seu analisis ja que per exemple si s"empra una técnica
cromatografica com és el cas que es presenta en el treball, aquests no sortiran al mateix

temps de retencié que els patrons utilitzats. Aixi mateix, sol ser més complexa la



Treball de Fi de Grau Julidn Segura Rodriguez

identificacio al masses degut a que existeixen diferents glucosids per a un sol compost
tal i com es mostra a la figura 2, tots ells amb el mateix pes molecular i el mateix nimero
d’atoms?2. Només diferencia aquests isbmers estructurals la posicid del sucre, fet que
dificulta la seva identificacio®.
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A) 464.4 g/mol B) 464.4 g/mol O aena e
C31H20012 C21H20012 ) 464.4 g/mo
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Figura 2. Diferents glucosids de la quercetina. A) Quercetina 4'-glucosid, B) Quercetina 7-0-glucosid, C) Quercetina 3-
galactosid

En el present treball, per a analitzar aquests compostos organics s’utilitzaran métodes
cromatografics, a partir dels quals es podran separar dins a la columna en base a les
caracteristiques de solubilitat de cada analit en la fase mobil, o també expressat com la
polaritat de cada compost. Com que no son compostos volatils, ni macromolécules, es
decideix desenvolupar el métode per cromatografia liquida. Els analits interaccionaran
amb la fase mobil (que tindra unes caracteristiques propies de polaritat) i amb la fase

estacionaria que sera de fase inversa, és a dir, apolar (C-18)°.

En general les fases mobils de HPLC han de tenir gran puresa fisica (sense particules,
bombolles o oxigen), gran puresa quimica (sense contaminants), els analits han de ser-
hi solubles, han de ser poc viscoses per aixi afavorir el pas per la columna sense generar
pressions elevades, han de ser quimicament inerts per no reaccionar amb els analits i

han de ser compatibles amb el detector.
La solubilitat dels analits a la fase mobil ve determinada per les segiients atraccions:
dipol-dipol, dipol induit, de dispersid i pont d’hidrogen. Aixi doncs segons la naturalesa
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guimica de cada analit nombrat anteriorment, tindra diferent interacci6 amb la fase
mobil. Aquesta diferencia de solubilitat o polaritat de cada analit, sera la determinant a

I’hora d’aconseguir una bona separacié cromatografica®.

El detector DAD (diode array detector) permet detectar I'absorcid dels analits en una
regié de UV-vis. On el detector de UV-vis només treballa a una longitud d’ona, el DAD te
multiples fotodiodes per obtenir informacidé per un rang de longituds d’ona al mateix
temps®.

EI ESI (electrospray ionization) es un ionitzador on entren els analits dissolts en el solvent
o fase mobil, on s’ionitzaran en un capil-lar carregat. Degut a la repulsio de les carregues
es formara un aerosol altament carregat. Les moléecules d’analit es van aproximant entre
elles, es repelen i quan aquesta repulsié venc la tensié superficial, esclaten les gotes.
Aquest procés es repeteix fins que els analits estan lliures del solvent i en forma de ions,

gue passaran al detector TOF.
Un cop aquests ions entren al detector de masses, es separaran per pesos moleculars.

Els ions més petits viatjaran més rapid pel tub de vol i seran els primers en arribar al
detector, els més grans romandran més temps al tub de vol i arribaran al detector a

temps més llargs.

El métode parteix des de zero, per tant s’han de fixar unes condicions cromatografiques
inicials que després s’hauran d’optimitzar. Es fa a partir d’un estudi bibliografic (articles
sobre metodes d’analisi de flavonoides en qualsevol matriu) i a partir de coneixements

basics sobre cromatografia i sobre la naturalesa quimica dels analits a estudiar.

A 'estudi bibliografic previ es busquen articles que utilitzin condicions i equips similars i
s’adopten les seves condicions inicialment, per exemple, articles que utilitzen columnes
de dimensions similars, s’adopta el flux que fan servir®®, entre altres caracteristiques
cromatografiques. Per a saber quina longitud d’ona fer servir, es busquen també articles
que analitzin els mateixos compostos (hesperidina, eriocitrina, luteolina, apigenina,
kaempferol, acid caféeic, quercetina i limonina) i treballin amb detector DAD, es mira a
quina longitud d’ona treballen®19131821 g’estudia també la metodologia d’extraccié

més comu per aguests compostos en vegetals.

Es treballa amb matrius vegetals complexes, per tant s’haura de fer un tractament de la

mostra per a deixar-la en condicions optimes per a ser punxada a I’equip cromatografic.
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S’estudien diferents métodes d’extraccid de matrius solides. Al laboratori APSA R&D, es
disposa d’un equip ASE (accelerated solvent extraction), per tant el tractament de la

mostra estara enfocat en optimitzar el metode d’extraccié ASE.

L'extraccid per ASE ofereix avantatges molt significatives com per exemple: facil
automatitzacid, analisis de mostres més rapides, millor repetibilitat, menys requeriment
de solvent organic, menys risc a la exposicié als solvents i millor conservacié de les
mostres a estar exposades a la llum i a I'oxigen. A més, els sistemes d’extraccié
accelerada també permeten a I'operador a controlar la temperatura, pressio, temps
d’extraccidé i numero d’extraccions, que poden incrementar la quantitat de compostos

extrets del vegetal quan s’optimitza®.

El ASE és un metode d’extraccié de matrius solides o semisolides. El procés utilitza
pressions elevades, fet que implica temps d’extraccid més curts, menys despesa de
solvent organic, treballar a temperatures moderades i la possibilitat d’obtenir millors
percentatges de recuperacié comparat amb altres metodes convencionals que utilitzen
condicions de temperatura i pressi6 més moderades. La temperatura elevada facilita
I’extraccio dels analits d’interés i les altes pressions ens permeten treballar a aquestes
altes temperatures amb els solvents en estat liquid. Aixi doncs s’aconsegueix obtenir
recuperacions elevades en temps curts d’extracci6 en un procés facilment

automatitzable.

Com qualsevol métode analitic, s’ha de validar. La validacié del métode compren
I’avaluacié de: precisié (inter dia i intra dia), linealitat (R?), especificitat/selectivitat,
recuperacio, limits de deteccid (LOD) i limits de quantificacio (LOQ).

El treball s’ha desenvolupat al laboratori APSA R&D de I’empresa Andrés Pintaluba, S.A.

Andrés Pintaluba, S.A. és una empresa situada a Reus. Des de 1978, data que coincideix
amb l'augment de I'activitat ovipara a la ciutat, 'empresa es dedica a fabricar i
comercialitzar additius i mescles per a I'alimentacidé animal. Enfocats a una millora de la

dieta i salut animal.

En aquest departament d’investigaciéd APSA R&D es duen a terme tasques d’investigacié
i desenvolupament d’ingredients bioactius i additius des de el punt de vista de la seva
identificacid, demostracid i validacié de la seva eficacia i de la seva influencia en el

desenvolupament de I'animal.
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Part experimental:

El metode s’ha desenvolupat en un cromatograf de liquids d’alta resolucié (HPLC)
acoblat amb un detector de diodes en linia, DAD (diode array detector) i un detector
d’espectrometria de masses de temps de vol (TOF) amb font de ionitzacié dual ESI

(electrospray ionization).

La columna que s’ha escollit ha sigut una Zorbax Eclipse Plus-C18 150x2,1 mm 3,5 um,
les mides han estat escollides a partir de la valoracio de diferents articles bibliografics i
de la disposicié al laboratori APSA R&D. S’ha utilitzat una precolumna Zorbax Eclipse
Plus-C18 12,5x2,1 mm 5 um per tal de protegir la columna ja que es treballa amb matrius
complexes i la mostra punxada pot contenir petites particules que poden anar danyant
la columna, d’aquesta manera, si es punxen particules, aquestes danyaran la

precolumna, protegint aixi I'estat de la columna.

El metode es desenvolupa per analitzar els seglients compostos: acid cafeeic,
qguercetina, hesperidina, eriocitrina, apigenina, luteolina, kaempferol, i limonina en
quatre vegetals diferents. Per temes de confidencialitat amb I'empresa, als diferents
vegetals se’ls nombrara com A, B, C1, C2i D. On C1i C2 sén dos vegetals de la mateixa

familia pero una és de varietat longifolia i I’altre varietat capitata.

Inicialment s’utilitzen 6 patrons de diferents flavonoides i compostos fenolics (acid
caféeic, hesperidina, eriocitrina, apigenina, luteolina i kaempferol) escollits a través d’un
estudi bibliografic’-1°. Després, des de 'empresa es troba interesant treballar amb dos

patrons més, incloent un limonoide i un altre flavonoide (limonin i quercetina).

A la taula 1 s’especifiquen els patrons, la familia de compostos a la qual pertanyen i la
seva puresa.

Taula 1. Llistat de patrons utilitzats.

Patré Puresa Familia

Hesperidina 98.5% Flavanones (flavonoids)
Eriocitrina 98 % Flavanones (flavonoids)
Luteolina 99 % Flavones (flavonoids)
Apigenina 99 % Flavones (flavonoids)
Kaempferol 99 % Flavonols (flavonoids)
Quercetina 95 % Flavonols (flavonoids)
Acid cafeeic 99 % Acids Polifenolics
Limonina 95 % Terpens
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A continuacid, un llistat de les caracteristiques de perillositat i precaucions dels diferents

reactius/solvents/patrons utilitzats:

Polifenols: No existeix perill en quant a la toxicitat, transport o manipulacid.

Emmagatzemar en fred per perill a descomposicio.

Metanol: Facilment inflamable. Toxic per inhalacio, per ingesta y en contacte amb la pell.
Toxic: perill d’efectes irreversibles molt greus per inhalacid, contacte amb la pell o

ingesta.

Acid formic: Liquids i vapors inflamables. Nociu en cas d’ingesta. Provoca cremades greus

a la pell i lesions oculars greus. Toxic en cas d’inhalacid.

Acetonitril: Nociu en cas d’ingesta, contacte amb la pell o inhalacié. Provoca irritacid
ocular greu. Mantenir lluny de fonts de calor, espurnes, flama oberta o superficies

calentes. Portar guants de proteccid/peces de proteccid.

Etanol: Liquid y vapors molt inflamables. Mantenir lluny de fonts de calor, espurnes,

flama oberta o superficies calentes. Portar guants/ulleres/mascara de proteccio.

Optimitzacio de la separacié cromatografica:

El métode parteix des d’un punt inicial zero on només s’ha seleccionat el cromatograf
de treball i la columna, per tant, el seglient pas sera I'optimitzacié de la separacié on es
decidira quines seran les condicions més favorables per a obtenir una bona separacid i
amb les quals es treballara. Es considera un pas clau per a la determinacié d’aquests
compostos mencionats anteriorment. L'objectiu principal de I'optimitzacié és obtenir
cromatogrames amb bona resolucié (pics separats) i bona eficacia (pics estrets), amb

temps d’analisi no molt llargs.

Primerament s’ha de decidir quin o quins solvents es faran servir a la fase mobil. La tria
dels solvents que s’utilitzaran inicialment es basa en articles bibliografics, a partir
d’aquest punt, s’anira variant la composicio de la fase mobil en funcié dels
cromatogrames resultants ja que es coneix la naturalesa quimica dels patrons i les
interaccions que tenen amb la fase mobil, és a dir, a partir de la seva polaritat es podra

saber si es quedaran més o menys retinguts a la fase estacionaria.
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Com que els analits utilitzats son solubles en organics polars, es comenca a plantejar la
separacid amb una columna de fase inversa i amb fases mobils de solvents organics

polars, aixi com mescles de metanol o acetonitril amb aigua?-*>.

Un cop triats els solvents, també s’ha de decidir altres condicions cromatografiques com:
volum d’injeccid, flux, temperatura de la columna, longitud d’ona del detector (DAD) i
tots els parametres del MS com la font de ionitzacid, i el mode de ionitzacié (negatiu o
positiu), la temperatura del gas, la pressid i flux del gas, el rang de masses, les masses

de referencia, entre d’altres.

El software amb el qual treballa el cromatograf és: “Agilent MassHunter Workstation
Data Acquisition” i és amb el qual es modifiquen tots aquests parametres mencionats

anteriorment.

Inicialment es fixen dues longituds d’ona: 360 nm i 210 nm, degut a que principalment
absorbeixen a aquestes longituds. Després s’observa que els compostos mostren una
absorcido més elevada a 280 nm que a 360 nm, es fixen doncs les longituds d’ona de

treball 280 nm i 210 nm.
El flux inicial sera de 0.25 mL/min%16.17,

El volum d’injeccié sera de 5 ulL, la temperatura de la columna sera de 302C. A
continuacié es mencionen altres parametres cromatografics que es fixen a l'inici del

metode:
DAD (parametres):

Stop time: As pump/injector. Post time: Off. Peak width: &gt;0.10 min (2’0s). Spectrum
range: 190 nm. To: 400 nm. Step: 2 nm. Analog output: Zero offset: 5%, Attenuation:
1000 mAU. Required lamps: UV, vis. Autobalance: prerun. Margin for negative

absorbance: 100 mAU. Slit: 4 nm. Delay: 0 min.

TOF (parametres):

Font d’ionitzacié: Dual ESI. Mode d’ionizacid: Negatiu. Temperatura del gas: 3252C. Flux
del nitrogen: 10 L/min. Pressid del nebulitzador: 60 psig. Fragmentor: 150 V. Skimmer:
65 V. OCT 1 RF Vpp: 250 V. Voltatge de la Dual ESI: 3000 V. Rang de masses: 115-1000
m/z. Masses de referencia: 119.036 m/zy 966.0007 m/z. Time: 1000 ms/spectrum. Rate:

1 spectra/s. Ref. nebulizer: 5 psig.

10
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Es treballara amb una solucié que conté tots els patrons a 25 ppm en metanol.

Un cop fixades les condicions cromatografiques inicials, es proposa un primer gradient
de fase mobil si no s’arriba a una separacié clara i amb bona resolucié dels patrons amb
el primer gradient proposat, s’inicia un procés que consisteix en canviar la composicio

de la fase mobil i el gradient per afavorir la separacié dels pics.

Els patrons utilitzats tenen millor solubilitat en el dissolvent organic, per tant, si
s’augmenta el percentatge de solvent organic a la fase mobil, seran més afins a aquesta
i per tant eluiran més rapid, si es vol separar els compostos, es buscara que tardin més
en eluir ja que aixi interaccionaran més temps amb la fase estacionaria i com que cada
compost interacciona de manera diferent amb cada fase, s’obtindra una millor
separacio.

El numero de grups funcionals que tinguin les diferents molécules definiran la seva
polaritat, per exemple, I'acid caféeic sera el compost més polar degut a que conté un
acid carboxilic que donara certa polaritat a la molécula, després els compostos amb més

grups alcohol seran els que tinguin una polaritat més elevada.

La estratégia que segueix aquest treball és, un cop s’obté un primer cromatograma amb
el gradient inicial, mirar on sén els problemes de resolucié per aixi augmentar el temps
amb un percentatge baix de solvent organic, a les regions del cromatograma on tardin

en eluir compostos, s’"augmentara aquest solvent organic per reduir el temps d’analisi.

Es comenga amb un 90% de A i 10% de B. | es va augmentant el % B fins a un 100%
perque acabin d’eluir tots els patrons.

Si no s’aconsegueix la separacid, I'estratégia canvia a buscar un altre solvent amb una
forca d’elucié diferent61819,22-27,

Com que es decideix incloure dos patrons més al métode, s’haura de comprovar si les
condicions optimes, també ho sén un cop produit aquest canvi. En cas de que no siguin

favorables, I'estratégia a seguir sera la mateixa.

Optimitzacio de I’extraccio:

Per a poder analitzar els compostos bioactius del vegetals seleccionats, hem de fer un
tractament previ a les mostres per a extreure aquests compostos i poder punxar-los al

cromatograf de la manera més neta possible per no danyar l'instrument i per no tenir
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interferencies que puguin donar problemes quantitatius, al MS es pot donar una

supressio de la ionitzacio si es punxen mostres brutes.

El primer pas que es fa quan es reben les matrius és separar les fulles del tall, ja que
poden tenir concentracions diferents de compostos bioactius. S'utilitzara el tall per a

optimitzar el metode. En algun cas, esmentat posteriorment, s’utilitza també la fulla.

Un cop separades el seglient pas és homogeneitzar-les amb una trituradora “Moulinex”.
Es tallen a trossos petits i es fiquen a la trituradora. S’obté una pasta que es porta a

liofilitzar ja que s6dn mostres amb un alt contingut d’aigua.

Com que es disposa d’un equip ASE, s’enfocara a optimitzar I'extraccié amb I’ASE i es
comparara després amb altres tipus d’extraccions mencionades a la bibliografia. Es
valorara quina és millor comparant les arees dels pics cromatografics ja que com es
parteix de la mateixa quantitat de mostra, no fara falta calcular la recuperacié,
simplement qui tingui arees més extenses sera qui tingui millor recuperacié. També es

valorara el temps emprat per extraccio.

Per a optimitzar I’extraccié ASE de forma rapida es proposa un disseny experimental, a
la taula 2 s’especifiquen les condicions de cada experiment, on els parametres que
influeixen principalment sén el tipus de solvent i la temperatura ja que I'equip treballa
a una pressio fixa i es comprova que un numero de cicles major, amb l'augment de
temps que comporta, no augmenta significativament la recuperacid. Per tant tindrem
un disseny de dos factors i dos nivells.

Taula 2. Disseny experimental per optimitzar I'extraccio per ASE.

Experiment Temperatura (2C) Solvent

1 40 Metanol (80%)
2 80 Metanol (80%)
3 40 Etanol (80%)

4 80 Etanol (80%)

El procediment de I'extraccié és el seglient:

Primerament es pesa la mostra liofilitzada i homogeneitzada a una cel-la de I'equip ASE,
afegint terra diatomea (terra inert) per acabar d’omplir la cel-la, després es col-loca a

I’equip ASE i s’espera a que s’extregui amb les condicions fixades.
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Les condicions seran les seglients: el niUmero de cicles per mostra sera 1, la pressio de
treball sén 1500 psi, el static time estara fixat a 12 min. Per ultim, la temperatura i el

solvent dependra de quin assaig s’estigui fent.

Es poden col-locar fins a un maxim de 9 cel-les a la vegada. Per a cada cel-la el temps de
treball de I'equip és d’aproximadament 30 min. S’ha de col-locar un blanc (terra
diatomea) a la primera i ultima posicié i entre mig de mostres procedents de diferent

matriu.

A I'extracte final, s’elimina el solvent organic al rotavapor. Com que no tenim el solvent
organic al 100 %, queden restes d’aigua. Es congela el resultant del rotavapor i un cop
congelat es porta a liofilitzar, procés que pot durar més de 24 hores (depenent de la
guantitat de mostra i d’aigua). Quan ja esta liofilitzat, es dissol en aigua:acetonitril
(90:10) si no es dissol totalment es porta a 'ultrasons 5 min. Finalment es centrifuga 5
min a 10000 rpm, es recull el sobrenedant i s’eliminen els sediments. El sobrenedant es

punxa al cromatograf.

Un cop es decideixen les condicions per I’ASE, es pensa que el % de solvent organic pot
influir, aixi que també es prova amb 60% de solvent organic. Els resultats també es

comparen a partir de les arees dels pics cromatografics.

L’extraccio per ASE es compara amb dos tipus més d’extraccions, que es fan referencia
a la bibliografia com a metode principal d’extraccié de polifenols en matrius
vegetals®12182628 | 3 primera afegeix solvent organic (metanol) a la mostra i es col-loca
a l'ultrasons durant 30 min. La segona extreu amb etanol al 70% a temperatura de 502C

i amb agitacié magnética durant 2 hores.
Procediment de |'extraccid a l'ultrasons:

Afegim mostra a un tub Falcon i afegim metanol al 100% (10 mL), es col-loca a |'ultrasons
durant 30 min. Després es centrifuga i es recopila el liquid resultant. Amb el sediment
es torna a afegir metanol 100% i es torna a deixar 30 min a 'ultrasons. Aquest procés es
repeteix un total de tres vegades. Tot el liquid resultant es porta al rotavapor per
eliminar el metanol. El solid que queda es dissol en una solucié d’aigua:acetonitril
(90:10) si no es dissol totalment es porta a I'ultrasons 5 min. Finalment es centrifuga 5

min a 10000 rpm per eliminar solids. El sobrenedant es punxa al cromatograf.
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Procediment de |'extraccié per agitacido magnetica:

Es pesa mostra en un vas i s’afegeix 50 mL etanol 70%, amb un agitador magneétic es
porta a un bany a 502C i es deixa 2 hores. Passades les 2 hores, es filtra i es guarda el
liquid. Es porta al rotavapor per eliminar I’etanol. No s’eliminara tot el liquid degut a que
hi ha presencia d’aigua. Es congela i es liofilitza. El solid final es dissol amb
aigua:acetonitril (90:10), si no es dissol totalment es porta a I'ultrasons 5 min. Finalment
es centrifuga 5 min a 10000 rpm per eliminar solids. El sobrenedant es punxa al

cromatograf.

Per a la matriu vegetal A, es fan tots els experiments per a definir quina és la opcié més
optima. La matriu B, té caracteristiques diferents a les matrius A, Ci D, i per tant, a part
d’extraure amb la optima, es prova a fer per ultrasons també, degut a que es troba a
bibliografia que és la principal opci6®®'8. Per a les matrius C i D, I'extraccid optima

correspondra a I'0Optima per A.

Procediment d’extraccié optima:

L’extraccio optima es fara a I’equip ASE. Es pesara 1 gram de mostra per a les matrius A,
C1, C2i D (per ala matriu A es separa el tall de les fulles, s’utilitzara el tall només). Per a
la matriu B, es pesara 10 mg degut a la alta concentracié de polifenols d’interes (si es
pesa 1 gram, surten pics fora de la recta de calibratge i molt alts produint-se altiplans als

pics.

La deguda quantitat de mostra s’introdueix a les cel-les de I'equip juntament amb terra

diatomea. S’extreu a condicions optimes (etanol 80%, 402C, 1 cicle).

S’evapora el solvent de I'extracte amb el rotavapor i liofilitzador. El solid resultant es
dissolt amb 1 mL de la solucié H2O:ACN (90:10). Tot seguit es centrifuga durant 5 min. A

10000 rpm i el sobrenedant es punxa al cromatograf.

Identificacié de compostos:

Un cop s’aconsegueix la separacié cromatografica i I'extraccié optimitzades, es
procedeix a identificar els pics cromatografics amb el detector MS (TOF). Com que molts
dels compostos que es volen quantificar no estan en la seva forma lliure sind que estan
en forma de glucosid a les matrius, no surten al mateix temps de retencié que els

patrons. Per a quantificar-los doncs, es fara identificant el pic del cromatograma del DAD
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amb ajut del MS. Aquest pic corresponent a qualsevol glucosid s’interpolara a la recta
de calibratge del patré corresponent lliure i s’expressara el resultat en equivalents del

polifenol lliure.
Per a identificar els compostos:

Obrir el software “Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.07.00” i carregar |'arxiu del
cromatograma. Extraure el cromatograma DAD a 280 nm (acid cafeic, hesperidina,
eriocitrina, luteolina, apigenina i kaempferol) i 210 nm (limonina i quercetina). Buscar
compostos amb l'opcié “Find by molecular feature”. Mirar que els pics ESI/TIC
coincideixin amb els del DAD a temps de retencié (amb els patrons s’observa que hi ha
una separacié de 0.14 min entre pics ESI/TIC i DAD). Després “Identify by data base” i
seleccionar els que tinguin un score elevat (a poder ser >80%). El valor de score indica el
percentatge de semblanca del espectre amb la base de dades de compostos del
software. Per bibliografia, confirmar que el compost trobat es troba a la nostra matriu.
Guardar la férmula i la massa del compost, al proxim analisi es pot buscar directament

per massa i formula.

La identificacio dels pics es fa de forma temptativa comparant la informacid obtinguda

amb el detector amb la base de dades disponibles del software utilitzat.

Recta de calibratge:

Els compostos es quantifiquen interpolant les arees dels pics corresponents a la recta de

calibratge construida a partir de diferents concentracions de cada patro.

La recta de calibratge esta feta en un interval de linealitat que inclou l'interval de
linealitat de cada patrd i conté els seglients punts: 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm i 45
ppm. Es prova també 50 ppm perod s’observa, a partir del valor de R?, que incloure el

punt de 50 ppm disminueix la linealitat de la recta.

Com gque no s’aconsegueix la separacié dels pics corresponents a luteolina i quercetina

es preparen de forma independent.

Es prepara una solucié mare de cada patré de 1000 ppm. A partir d’aquestes solucions
es prepara una solucid intermedia de 100 ppm que inclou tots els patrons a aquesta
concentracio. A partir d’aquesta solucid intermedia, es preparen les solucions de cada

punt de la recta. Es preparen 3 solucions de cada punt de la recta.
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Validacio del métode:

Per a la validaci6 del meétode es valoraran diferents aspectes com:
especificitat/selectivitat, precisio, linealitat, recuperacio, limit de deteccié (LOD) i limit

de quantificacié (LOQ).

Especificitat/selectivitat:

Es valorara de manera visual la resolucié del cromatograma. Com de separats estan els

pics. Com més separats, més selectiu sera el metode.

Precisio:
Es faran 3 analisis un mateix dia i a diferents dies de tres nivells de concentracid de cada

patré (1 ppm, 25 ppm i 45 ppm), es calcula el %RSD, com més baix sigui aquest valor,

més precis sera el métode.

s*100
%RSD = g

Equacié 1. Férmula %RSD

S= desviacié estandard

X= mitjana

Linealitat:

Es valora la regressid lineal de la recta de cada patrd. Cada recta de tots els patrons ha

de tindre una R%> 0.99 per a poder ser valid. Com més proxim sigui a 1, més lineal sera.

Recuperacio:

Per a calcular la recuperacid, es fortifica la mostra abans d’extreure-la, també s’extreu
la mateixa mostra sense fortificar (blanc), al saber la concentraci6 amb la qual s’ha
fortificat tal com indica I’equacio 2, es pot calcular el percentatge de recuperacio seguint

la férmula de I'equacié 1.

R . [mostra fortificada] — [mostra sense fortificar] 100
ecuperacié = X
P [Fortificacid]

Equacié 2. Férmula utilitzada per a calcular la recuperacio.
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Per a la fortificacid s’afegeixen 0.25 mL de la solucié del mix de patrons de 100 ppm.

Per tant segons els calculs seglients, la concentracié esperada de la fortificacio és de

25 ppm.
0.25 mL x 20 ™9 _ (025 tat
25mL x ooo— 7 = 0.025 mg a sequeta
0025mg_25
0.001 L ppm

Equacié 3. Calcul de concentracid de la fortificacio.

LODi LOQ:

Per a calcular els limits de deteccié (LOD) i quantificacié (LOQ), es fan diverses dilucions
de les diferents solucions de patrons. Es preparen solucions de 1 ppm, 0.5 ppm, 0.1 ppm,
0.01 ppm i 0.001 ppm. Al LOD es valora que el senyal, és a dir, I'algada del pic, tingui una
relacio senyal : soroll igual o superior a 3. Al LOQ la relacié senyal : soroll sera de 10.
Aquella concentracié que compleixi aquest requisit sera el LOD o LOQ. El propi software

del cromatograf calcula el valor de la relacié senyal : soroll.

Resultats i discussio:

Optimitzacio de la separacié cromatografica:

Primerament només es va pensar en analitzar 6 compostos, per tant, la primera

optimitzacid es va fer d’aquests 6 patrons.

Inicialment es va optar per la segiient fase mobil: A: Aigua amb 0,1% d’acid formic i B:

Metanol amb 0,1% d’acid formic.

El primer gradient utilitzat es mostra a la taula 3. Aquest primer gradient es orientatiu,
per a tindre una idea de com comencar a optimitzar la separacid, a partir d’aquest
gradient es coneix a quin temps de retencid pot haver problemes de resolucié o eficacia
(temps de retencid, separacid entre pics i amplada). Primerament es va configurar el

DAD amb longitud d’ona de 360 nm.
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Taula 3. Primer gradient utilitzat par a la optimitzacié de la separacié.

Julidn Segura Rodriguez

Temps %B Flux (ml/min)
0 20 0.25
3 40 0.25
5 80 0.25
10 100 0.25
12 100 0.25
13 20 0.25
15 20 0.25

A la figura 3 es pot veure el cromatograma després d’aquest primer gradient proposat.

Es pot observar que surten pics molt més grans que d’altres, aixo es degut a que no tots

els compostos absorbeixen de forma optima a 360 nm. També sobre t.=11 min. es poden

observar dos pics solapats.

aie Prrall o, A B TE 1 B

[ [ ]

Figura 3. Cromatograma dels patrons (1. Acid caféeic, 2.Eriocitrin, 3.Hesperidin, 4. Luteolin, 5. Apigenin, 6.
Kaempferol) del primer gradient proposat.

Per a solucionar aquest problema es proposa un altre gradient, el descrit a la taula 4,

incrementant el temps amb el % B baix, ja que aixi, com que els nostres compostos no

tenen tanta solubilitat a I'aigua com al metanol, interaccionaran més temps amb la fase

estacionaria (apolar), i per tant sortiran a temps de retencido més grans. A més

percentatge de solvent organic, més solubles seran, per tant eluiran més rapid. Si el

percentatge de solvent organic es deixa baix, el analits interaccionaran més amb la fase

estacionaria degut a que no seran tant solubles en la fase mobil. També sortiran més

separats. Augment de resolucio.
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Taula 4. Segon gradient proposat.

Temps %B Flux (ml/min)
0 20 0.25
2 40 0.25
12 80 0.25
22 100 0.25
27 100 0.25
30 20 0.25
32 20 0.25

Aguest cop, es pot observar a la figura 4 com s’ha millorat lleugerament la resolucid, els
ultims pics estan més separats pero encara no s’arriba al punt desitjat. Tampoc es veu

molta eficacia ja que els pics no son gaire estrets.

BT U T Y TR, A L S Wl | A |

4| 6
|‘|
i 1
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|

'_I_—_ull'.-l.l
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Figura 4. Segon cromatograma, millora de resolucié respecte I'anterior (fig. 3) Patrons: 1. Acid caféeic, 2.Eriocitrin,
3.Hesperidin, 4. Luteolin, 5. Apigenin, 6. Kaempferol.

Es proposa canviar la longitud d’ona, a bibliografia s’ha trobat que molts articles que
analitzen aquests compostos treballen a 280 nm?”/810.1819,21,22,

Es modifica també la fase mobil a A: Aigua amb 0,1% d’acid formic i B: Acetonitril amb
0,1% d’acid formic. L’acetonitril i el metanol tenen forces d’elucié diferents per tant la

interaccié amb els analits sera diferent.

També es segueix modificant el gradient, augmentant encara més temps un %B baix tal

i com es pot veure a la taula 5.
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Taula 5. Tercer gradient proposat.

Julidn Segura Rodriguez

Temps %B Flux (ml/min)
0 20 0.25
5 40 0.25
15 60 0.25
25 65 0.25
35 70 0.25
36 100 0.25
40 100 0.25
41 20 0.25
45 20 0.25

Alafigura 5 podem veure una clara millora respecte I'altim cromatograma degut al canvi

de longitud d’ona, de fase mobil i de gradient. Podem veure una molt bona eficacia i

resolucié encara que els pics a t,=23 es poden separar més.

DA & SgeIWd.
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Figura 5. Cromatograma a 280 nm. Millor resolucié i eficacia. Patrons: 1. Acid caféeic, 2.Eriocitrin, 3.Hesperidin, 4.

Luteolin, 5. Apigenin, 6. Kaempferol.

Es proposa un ultim gradient, taula 6, amb aquesta nova fase mobil per acabar de

separar els Ultims pics i obtindré aixi un cromatograma amb molta resolucié i eficacia.

El temps que es deixa al final de I'analisi és per a tornar a condicionar la columna (quan

es posa 100% de B es per acabar d’expulsar analits que encara quedin retinguts, quan

es posa 10% de B es per a tornar a condicionar la columna a les condicions d’analisi

inicials) i condicionar I'equip per a que s’estabilitzi la pressid, ja que es treballara amb

seqliencia i ha d’estar a la pressié inicial per al seglient analisi.
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Taula 6. Gradient final.

Temps %B Flux (ml/min)
0 10 0.25
10 30 0.25
13 35 0.25
16 40 0.25
20 50 0.25
23 100 0.25
26 100 0.25
27 10 0.25
36 10 0.25

A la figura 6 es pot veure el cromatograma amb el gradient final, ja optimitzat tant en
gradient com en composiciéo de fase mobil o longitud d’ona. S’ha aconseguit un
cromatograma amb molt bona resolucié i eficacia, pics estrets i separats, permet

integrar els pics de forma senzilla i acurada.

D0 & Sgalid A Reted 20 10 [T Dets Pl 0L S S Y STIRA L3224 0

ki [ P 7

Figura 6. Cromatograma de la separacidé optimitzada després de canviar fase mobil, gradient i longitud d'ona 280 nm.
1. Acid caféeic, 2.Eriocitrin, 3.Hesperidin, 4. Luteolin, 5. Apigenin, 6. Kaempferol.

Posteriorment, es decideix modificar el métode per a treballar amb dos patrons més
(quercetinailimonina). Per tant, incloure dos patrons més suposa una nova optimitzacié

de la separacid.

Es punxa un mix dels 8 patrons per veure com surten els pics. A la figura 7 es veu el
cromatograma d’aquesta primera punxada amb les condicions optimitzades per a la

separacio dels 6 primers patrons.
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Reaponse Unts va Scoummon Time (m

Figura 7. Cromatograma dels 8 patrons amb les condicions optimes per als 6 primers patrons (1.Acid caféeic,
2.Hesperidina, 3. Eriocitrina, 4. Luteolina,5. Quercetina, 6. Apigenina, 7. Kaempferol).

Podem veure com només surten 7 pics i dos d’ells estan superposats al min. 21. Amb el
MS identifiquem quins sén aquests dos pics. Corresponen a la quercetinaia la luteolina.
Amb el MS també s’observa un pic a tr= 29 min. que correspon a la limonina, aixd ens
indica que aquest compost no absorbeix a 280 nm. En aquest cromatograma no
s’observa el pic de la limonina degut a que absorbeix a 210 nm. Per aquest compost es

treballara a aquesta longitud d’ona.

Primer s’intenta aconseguir la separacié augmentant el temps d’analisi retardant la
pujada de solvent organic sobre el temps de retencié 20 min. que és on hi ha el problema
de solapament. Tal com es veu al cromatograma de la figura 8, no s’aconsegueix la

separacio

x102 |DAD1 - A:Sig=280.4 Ref=450,10 190924_PHEN_07.d
124

114

i 2 3 & 5 6 7 8 & M T 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 2 2% 27 28 23 30 3 2 33 34 35 3B 37
Response Units vs. Acguisition Time (min)

Figura 8. Cromatograma dels 8 patrons (acid cafeic, hesperidina, eriocitrina, apigenina, luteolina, kaempferol,
quercetina i limonina) a 280 nm variant el gradient.
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Per a solucionar el problema es planteja fer un canvi de flux i augmentar-lo fins a 0.350
mL/min, ja que si s’Taugmenta el flux, es guanya eficacia ja que surten els pics més estrets.
A la figura 9 es veu el cromatograma amb el nou flux, els pics surten més estrets pero

no s’arriba a aconseguir la separacio de la quercetina i luteolina.

%102 |DADT - A:Sig=280,4 Ref=450,10 130327_PHEN_02.d
15
14

13

12 ’
11

5 6 7 [] [] 0 N 2 13 1 1 1 17 18 18 2 A7 2 B 2 » 2% 27 B/ 2B 3N
Response Units vs. Acquisition Time (min)

Figura 9. Cromatograma dels patrons augmentant el flux a 0.350 mL/min.

Es prova doncs a disminuir el flux a 0.200 mL/min. Tal com es mostra a la figura 10,
tampoc es troba millora en disminuir el flux. Per tant, es decideix treballar a flux inicial i
gradient de la separacid optimitzada dels 6 primers patrons. A 210 nm, tal i com
s’observa a la figura 10, tenim més senyal de la quercetina que a 280 nm, a més es veu

el pic de la limonina. Es fixa 210 nm com a longitud d’ona de treball per aquests dos

patrons.
x102 |DAD1 - C:Sig=210.4 Ref=450,10 130330_PHEN_02.d
34
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Respanse Units vs. Acquisition Time (min)

Figura 10. Cromatograma de patrons a 210 nm, disminuint el flux a 0.200 mL/min.

No s’aconsegueix separacid cromatografica. Es decideix treballar amb solucions

independents per a la luteolina y quercetina. No hauria de donar problemes degut a que
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no s’esperen aquests compostos sense glucosilar en mostres reals. Aixi es podra
quantificar per DAD i es simplificara el treball ja que el procés d’identificacid i

guantificacié per MS és més complex.

El gradient final sera el que mostra la taula 6 a flux 0.25 mL/min.

Optimitzacio de I’extraccio:

Per a I'extraccid, primerament s’optimitza el metode per ASE, tal i com s’ha indicat a la
taula 2, es proposa un disseny experimental amb el qual es decideix la temperatura de
treball i el tipus de solvent (els dos principals parametres influents del ASE). L'ordre dels

experiments es fa de manera aleatoria.

La comparacido de temperatura i el solvent es va fer amb mostra fresca. Com que
I'objectiu es comparar extraccions, es pot fer comparant cromatogrames, sense la

necessitat de treballar amb mostra liofilitzada.

L’optimitzacié de les condicions d’extraccié amb I’ASE es fa amb el tall de la matriu A,

posteriorment es comparara els diferents metodes d’extraccié amb el tall i la fulla.

A la figura 11 s’observen dos cromatogrames superposats per a poder visualitzar millor
les diferencies. De color lila correspon a I'extraccié feta amb les condicions: 802C, 80%

etanol y el cromatograma negre amb les condicions: 402C, 80% etanol.

%102 |DADT - A:Sig=280.4 Ref=450.10 150801_PHEN_11.d
1.5

14
134
124
1.1

14
03
0.2
0.7
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0.5
0.4
0.3
0.2

i 45 5 55 & 65 7 75 & 85 S 85 10 105 11 115 12 125 13
Response Units vs. Acquisition Time (min)

Figura 11. Cromatogrames de extraccions amb diferent temperatura. El cromatograma lila correspon a les
extraccions a 809C, el negre a extraccions a 40°C.
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No s’observen diferencies significatives, a la figura 12, s’observen els pics integrats molt

similars.
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Figura 12. Cromatogrames integrats de extraccions amb diferent temperatura. El cromatograma lila correspon a les
extraccions a 802C, el negre a extraccions a 402C.

A la taula 7 estan descrites les arees corresponents als pics de la figura 12. Els pics 3, 4,
9i10sén més grans els que provenen de I'extraccid a 802C que a 409C. No obstant, com
no hi ha diferencies significatives (no es considera significatiu un augment de 40 unitats,
i només un pic supera aquest augment), s’opta per treballar a 402C, evitant aixi, treballar
a temperatures altes ja que depén de la matriu pot arribar a degradar algun compost
d’interes.

Taula 7. Arees corresponents als pics de les extraccions amb diferent temperatura.

Temperatura Pic

Area Cromatograma | 1 2 (3 4 5 |6 7 |8 |9 10
T2 802C 1793 | 40 | 150 | 176 | 65 | 135 | 21 | 33 [ 291 | 123
T2 40°C 1820 | 43 | 131 | 136 | 57 | 174 | 19 | 19 | 229 | 100

Un cop definida la temperatura, es va passar a definir el solvent d’extraccio. A la figura
13 podem veure dos cromatogrames superposats, el de color lila correspon a

extraccions amb etanol i el de color negre correspon a extraccions amb metanol.
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Figura 13. Cromatograma d’ extraccions amb diferent solvent. El cromatograma negre correspon a extraccions amb
metanol, el cromatograma lila a extraccions amb etanol.

En aquest cas si que es veuen diferencies significatives, on el cromatograma lila, en
general, té pics més alts que el cromatograma negre. A la figura 14, el principals pics

integrats.
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Figura 14. Cromatograma amb els pics principals integrats. El cromatograma negre correspon a extraccions amb
metanol, el cromatograma lila a extraccions amb etanol.

Es pot concloure per area de pics que és més efectiu fer extraccions amb etanol que amb
metanol, degut a que, com mostra la taula 8, el principals pics tenen I'area més gran fent

servir etanol que amb metanol.

26



Treball de Fi de Grau Julidn Segura Rodriguez

Tot i que el pic nUmero 6 només s’obté fent extraccions amb metanol, es prioritza que
els altres pics son més extensos utilitzant etanol.

Taula 8. Arees dels principals pics de les extraccions amb etanol i metanol.

Solvent Pic

Area Cromatograma | 1 2 |3 |4 5 |6 7 |8 |9 10
Metanol 1796 | 36 [ 222 |31 |56 |2 19 | 13 | 242 | 87
Etanol 1793 | 40 | 150 | 176 | 65 | 135 | 21 | 33 | 291 | 123

Es va proposar tindre en compte el percentatge de solvent organic, llavors, un cop definit
quin es faria servir, s’han fet extraccions amb etanol al 80% i amb etanol al 60%. En la

figura 15 es mostren els dos cromatogrames superposats.
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Figura 15. Cromatogrames d'extraccions amb etanol al 80% i 60%. El cromatograma blau correspon a I'extraccié amb
etanol 80%, el cromatograma negre correspon a I'extraccié amb etanol 60%

Tal com es mostra a la taula 9, les diferencies son molt poc significatives. Hi ha algun pic
de I'extracte amb etanol al 80% és més gran pero poc representatiu.
Es decideix treballar amb etanol al 80% ja que el pas posterior a I'extraccid, quan s’ha

d’eliminar el solvent, és molt més senzill quan hi ha menys quantitat d’aigua degut a que

a més quantitat d’aigua més costa eliminar el solvent al rotavapor.
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Taula 9. Arees dels pics de les extraccions amb etanol al 60% i 80%.

% Solv. Pic

Area Cromatograma | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Etanol 60% 4094 | 222 | 294 | 734 | 262 | 326 | 522 | 517 | 222
Etanol 80% 4121 | 664 | 309 | 761 | 255 | 354 | 640 | 474 | 211

A partir d’aquest punt, es treballa només amb matriu liofilitzada, comporta més temps
liofilitzar la mostra perd tenen grans quantitats d’aigua i les diferencies sén molt
significatives. En la figura 16 es mostren dos cromatogrames superposats que provenen
de dos extraccions de la mateixa matriu A, en els dos casos es va pesar 1 gram de mostra
a la cel-la del ASE. Com es pot veure hi ha grans diferencies degut a que sén matrius amb

una elevada quantitat d’aigua.
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Figura 16. Cromatogrames de extraccions de matriu A fresca i liofilitzada. El cromatograma de color blau correspon a
I’'extraccié de matriu liofilitzada, el cromatograma de color lila correspon a I’extraccié de matriu fresca.

Molts articles sobre extraccions d’aquests compostos en les mateixes matrius utilitzen
altres métodes d’extraccid. Un cop s’aconsegueix definir les condicions optimes del ASE
(Etanol 80%, 409C), es vol comparar amb aquests altres métodes per veure quin és més

efectiu.

Amb la mateixa matriu A (degut a que C i D son de caracteristiques molt similars) es
compara amb els métodes d’ultrasons i agitacio magnéetica. Es compara tant el tall del

vegetal com la fulla d’aquest.
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A la figura 17 s’observen els cromatogrames de cada una de les extraccions, totes,

emprant la mateixa quantitat de mostra, 1 g.

x102 |DADT - A:Sig=280.4 Ref=450,10 130724_PHEN_02.d
75

65
5
55
5
45
4

1 2 3 4 5 6 7 § 3 10 T 2 13 & 15 1w 17
Response Units vs. Acquisition Time (min)

Figura 17. Cromatogrames de extraccions de matriu A per ASE, ultrasons i agitacié magnética. El cromatograma de
color verd correspon a I'extraccid per ASE, el cromatograma de color marrd correspon a I'extraccié per agitacio
magneética i el cromatograma lila correspon a I'extraccio per ultrasons.

El cromatograma de color verd correspon a I'extraccio per ASE, el marré a I'extraccio per

agitacié magnetica i el lila per ultrasons.

S’observa clarament com el métode més efectiu és per ASE ja que tenim arees de pics
més grans tal com indica la taula 10. La figura 18 indica quins pics han estat seleccionats

per valorar quina extraccié és millor.
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Figura 18. Pics integrats dels cromatogrames de les extraccions per ASE, ultrasons i agitacié magneética del tall de la
matriu A. El cromatograma de color verd correspon a I'extraccié per ASE, el cromatograma de color marré correspon
a I'extraccio per agitacié magneética i el cromatograma lila correspon a I'extraccio per ultrasons.
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Valorant la repetibilitat del métode i la complexitat del mateix, el ASE segueix sent el

millor meétode ja que es poden fer fins a 6 extraccions a la vegada en 5 hores

aproximadament, i de manera automatica. Tampoc es necessita gran quantitat de

mostra. La mostra, roman dins de la cel-la on es protegeix de la llum i de contaminants

externs, fet important degut a que els polifenols descomponen amb la llum. La taula 10

mostra el valor de les arees dels pics seleccionats.

Taula 10. Arees dels cromatogrames de les extraccions per ASE, ultrasons i agitacié magnética del tall de la matriu

A.
Pic
Area | Cromatograma 1 2 3| 4| s 6 7 8
Ultrasons 2779 | 799 | 461 | 164 | 83 | 104 | 204 | 226
Agitacié magnetica | 3839 | 170 | 587 | 218 | 135 | 493 721 | 401
ASE 6963 | 179 | 1019 | 447 | 166 | 990 | 1167 | 728

La comparacio s’ha fet també amb la fulla de la matriu A per acabar de confirmar quina

de les extraccions és més efectiva. A la figura 19 es pot veure els tres cromatogrames

superposats corresponents a les extraccions per ASE (vermell), agitacié magnética

(marrd) i per ultrasons (blau).
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Figura 19. Cromatogrames corresponents a extraccions de la fulla de la matriu A per ASE, ultrasons i agitacid

magnetica.

Response Units vs. Acquisition Time (min)

Tal i com mostra la taula 11, la fulla del vegetal segueix el patré del tall. Per tant, es

confirma I’ASE com a millor metode d’extraccid.
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Taula 11. Arees integrades dels pics de les extraccions de la fulla de la matriu A.

Fulla Pic

Area | Cromatograma 1 2 3 4 5 6 7 8
ASE 5719 | 4793 | 1617 | 2096 | 25801 | 6420 | 22805 | 3925
Ultrasons 191 | 1149 | 423 | 617 | 9051 | 1157 | 2721 | 437
Agitacié magnetica | 2760 | 2287 | 797 | 1164 | 15201 | 3704 | 14145 | 2262

La matriu B, a diferencia de les altres matrius A,Ci D, té unes caracteristiques diferents,
per tant, es compara també I'extraccié per ASE, amb el métode d’extraccié utilitzat a

diferents articles®!?, aquest métode és mitjancant ultrasons.

La figura 20 mostra els cromatogrames superposats de les diferents extraccions. Com es
pot observar els pics 4 i 5 tenen una concentracié molt elevada, corresponen a pics de
hesperidina i eriocitrina que sén els majoritaris en aquesta matriu. Al tindre les
concentracions tan elevades no es veuen diferencies. Si que s’observen per als punts 1,

2 i 3 els quals s’obté major recuperacié per a I'extraccido mitjancant ASE.
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Figura 20. Cromatogrames superposats de diferents extraccions per a la matriu B. El cromatograma de color vermell

correspon a |'extraccié per ASE, el cromatograma de color blau correspon a I'extraccid per agitacié magnetica i el
cromatograma lila correspon a I'extraccid per ultrasons.
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A lataula 12, els valors de les arees del cromatograma de la figura 16. Es confirma I’ASE
com a millor métode d’extraccié.

Taula 12. Arees dels cromatogrames de les diferents extraccions per a la matriu B.

Matriu B Pic
Area Cromatograma 1 2 3 4 5
ASE 5064 | 10278 | 5479 | 26204 | 20152
Agitacié magnetica | 2470 | 5010 | 2819 | 23130 | 18024
Ultrasons 1837 | 3975 | 2038 | 21645 | 18093

Identificacio dels pics:

Per a la identificacié dels pics es treballa amb el software del MS: “Agilent MassHunter
Qualitative Analysis B.07.00”. Els principals pics obtinguts al DAD es comparen amb els
pics del ESI extrets del MS, s’ha vist, a partir dels patrons, que hi ha una diferéncia de
0.14 min entre els pics DAD i ESI, per tant es basa en buscar pics que coincideixen en
aquest temps de retencid i tinguin un score com a minim del 80%, també es buscara a
la bibliografia si el compost identificat pot estar a la matriu. El software no només troba
un sol compost per pic, per tant la identificacid es orientativa ja que el pic pot

correspondre a una série de compostos diferents, els quals tenen el mateix score.

Matriu A:

El cromatograma de la figura 21 correspon a I’extraccié de la matriu A amb les condicions
optimes, s’observen 8 pics molt clars que s’identifiquen gracies al detector MS. Els

compostos identificats es mostren a la taula 13.
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Figura 21. Cromatograma de I'extraccié amb condicions optimes de la matriu A.

32



Treball de Fi de Grau

Julidn Segura Rodriguez

Tal com mostra la seglient taula 13 alguns pics no son inequivocament identificats pel

software ja que es proposen diferents analits amb scores molt semblants. En el cas que

es pugui, per a la completa identificacié s’haurien d’analitzar els patrons corresponents

i confirmar el temps de retencid.

També es podria fragmentar la mostra amb equips de espectrometria de masses en

tandem i avaluar el patré de fragmentacio.

Es molt dificil identificar els pics degut a que poden correspondre a diferents compostos,

com per exemple el pic 8 que pot correspondre a diferents polifenols d’interes.

Taula 13. Identificacié orientativa dels principals pics de la matriu A.

Pic | DAD TOF (Tr) | Dif. Area Compost Score
(Tr) DAD
7.127 7.265 | 0.138 522.99 | Ferulic acid 4-sulfate 96.44
7.66 7.809 | 0.149 203.44 | 1,2,3,4-tetrahydro-b-carboline-1,3- 83.99
dicarboxylic acid

3 8.513 8.651 0.138 | 1019.69 | Veranisatin B 98.51
Gentiopicrin 98.51
1-0-2'-Hydroxy-4'methoxycinnamoyl-b-D- 98.51
glucose
1-O-Feruloylglucose 98.51
1-O-Feruloyl-b-D-glucose 98.51

4 9.98 10.127 0.147 343 Sedoheptulose 99
Cariose 99
a-D-Mannoheptulopyranose 99

10.127 0.147 343 Veranisatin B 98.7
Gentiopicrin 98.7
1-0-2'-Hydroxy-4'methoxycinnamoyl-b-D- 98.7
glucose
1-O-Feruloylglucose 98.7
1-O-Feruloyl-b-D-glucose 98.7

5 | 10.433 | 10.577 0.144 | 363.91 | 9-Methyluric acid 94.04
Allopurinol 94.04
Hypoxarthine 94.04

6 11.32 11.471 0.151 990.8 | 3-Methylellogic acid 2-(4-galactosylglucoside) 98.26

7 12.56 - - 1167.4 | No peaks found -

8 | 12.853 | 12.988 0.135 728.84 | Apigenin 7-[galactosyl-(1->4)-mannoside] 98.65
Isorhamnetin 3-0-a-L-arabinopyranoside 7-O- 98.65
a-L-rhamnopyranoside
Kaempferol 3-O-glucosyl-(1->2)-rhamnoside 98.65
Kaempferol 4'-glucoside 7-rhamnoside 98.65
Luteolin 7-neohesperidoside 98.65
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Matriu B:

La segona matriu és molt rica en hesperidin i eriocitrin segons la bibliografia®%18, En el
cromatograma de la figura 22 podem veure 5 pics molt clars, i tal i com descriu la taula
14 s’identifiquen els dos pics 4 i 5 com eriocitrin i hesperidin. El fet de que aquests
compostos es trobin en forma lliure, facilita tant la identificacié dels pics com la
guantificacié dels compostos. La figura 18 mostra un cromatograma molt net, aixo es
degut a una previa dilucié de I'extracte degut a les altes concentracions de eriocitrina i

hesperidina.
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Figura 22. Cromatograma de I'extraccié amb condicions optimes de la matriu B. El pic 4 correspon a I’eriocitrinai el
pic 5 correspon a I'hesperidina

La seglient taula mostra els temps de retencid de cada pic seleccionat del DAD amb el
compost identificat, es pot veure com s’identifica de manera molt clara la hesperidina i

la eriocitrina.
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Taula 14. Compostos identificats de la matriu B.

Num
Pic

Tr (DAD) | Tr(TOF) | Area Pico | Dif. Compost
(DAD)

Score

8.507 8.65 54.04 0.143 1,8-Dihydroxymethylanthraquinone 1,8-Di-O-b-D-glicoside

1-hydroxy-3-methoxy-7-prineverosyloxyanthone

2'-Hydroxydaidzein 4',7-diglucoside

6-C-glucopyranosyl-8-C-galactopyranosylapigenin

Apigenin 7-[galactosyl-(1->4)-mannoside]

Isorhamnetin 3-a-L-arabinopyranoside-7-0-a-rhamnopyranoside

Kaempferol-3-0-glucosyl-(1->2)-rhamnoside

Kaempferol-4'-glucoside 7-rhamnoside

Luteolin-7-neohesperidoside

98.8

8.92 9.056 0.136 No compounds found w/ score over than 80%

9.273 9.412 51.86 0.139 3,8-Diglucosyldiosmetin

6,8-Diglucosyldiosmetin

Apigenin-6-C-glucoside-8-C-arabinoside

APIIN

Apigenin-7-neohesperidoside

Isorhamnetin 3-glucoside-4'-rhamnoside

Isorhamnetin 3-O-[b-D-glucopyranosyl-(1->2)-a-L-rhamnoside

Isorhamnetin 3-O-[b-L-rhamnofuranosyl-(1->6)-D-glucopyranoside

Kaempfritin

Kaempferol-3-arabinofuranoside-7-rhamnofuranoside

Kaempferol-3-rhamnoside-4'-xyloside

Kaempferol-3-rhamnoside-7-xyloside

98.9

10.88 11.025 1102.3 0.145 | Eriocitrin

99.8

13.04 13.183 259.34 0.143 | Hesperidin

99.1

Matriu C1:

La identificacio de la matriu C1 es més complexa degut a que els analits estan units a un
sucre, per tant no ens surt el compost lliure com a la matriu B, aquest fet complica molt
la identificacid. La figura 23 mostra el cromatograma que pertany a I'extracte amb les

condicions optimes de la matriu C1.
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Figura 23. Cromatograma de |'extraccié amb condicions optimes de la matriu C1.

Tal i com mostra la taula 15, existeixen molt compostos possibles per a un mateix pic del

DAD. Aquest pic (8) correspondra a la quercetina i es quantificara en funcid

d’equivalents al patro lliure.

Taula 15. Compostos identificats de la matriu C1.

Num. DAD TOF Dif. Compost Score
pic
4.073 | -
5.64 | 5.786 | 0.146 | Todatriol glucoside 97.28
Oleoside dimethylester 97.44
Loganic acid 97.19
Citrusin E 97.17
3| 6.087 | 6.229 | 0.142 | 1-O-Caffeoylquinic acid 80.19
5Z-Caffeoylquinic acid 80.19
Biflorin 80.19
Cis-5-Caffeoylquinic acid 80.19
Dihydroferulic acid 4-O-glicuronide 80.29
Veranisatin C 80.29
4| 6.447 6.59 | 0.143 | 3-Hydroxycharicol 1- [rhamnosyl-(1->6)- 99.3
glucoside]
Deoxynivaenol-3-glucoside 99.3
Eugenol O-[a-L-Arabinofuranosyl (1->6)-b-D- 99.3
glucopyranoside]
5 7.82 | 7.976 | 0.156 | Quinoxaline-2-carboxylic acid 96.85
Porric acid A 95.85
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Hesperetin 95.85
Haemetoxylin 95.85
Folerogenin 95.85
Ferreirin 95.85
6 8.28 | -
7| 8533 |-
8| 12.26 | 12.398 | 0.138 | Quercetin 3-O-(6-O-malonyl-B-D-glucoside) 98.95
Gomphenol 3-methylether 4'-glucuronide 98.89
3-Methylellagic acid 8-(3-acetylrhamnoside) 98.89
12.399 | 0.139 | Quercetin 4'-glucoside 98.29
Quercetin 3-0-glucoside 98.29
Quercetin 3-galactoside 98.29
Quercetin 3-0-(6"-acetyl-glucoside) 98.37
9| 16.18 | -
7
10 | 18.24 18.38 | 0.133 | Sesartemin 96.81
7 Cubebimore 96.81

Matriu C2:

En aquesta matriu, s'observa el mateix problema que a l'anterior. Es complica la

identificacid degut a que es troba la quercetina en forma de glucosid. A la figura 24

s’observa el cromatograma corresponent a la extraccid dels compostos bioactius en les

condicions optimes.
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Figura 24. Cromatograma de |'extraccié amb condicions optimes de la matriu C2.
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La taula 16, mostra els compostos identificats.

Taula 16. Compostos identificats de la matriu C2.

Num. | DAD TOF Dif. Compost Score
Pic
1 4.153 4.335 [ 0.182 | 5-Hydroxydopamine 95.61
Aziridyl benzoquinone 96.93
Norepinephrine 95.61
Pyridoxine (Vit. B12) 95.61
2 5.62 5.759 | 0.139 | Todatriol glucoside 94.31
Syrinigrin 94.07
Oleoside dimethyl ester 94.66
Loganic acid 94.12
Citrusin E 94.07
3 6.047 6.19 [ 0.143 | Thiolactonycin 88.51
2-(methylthiomethyl)-3-phenyl-2-propenal 88.45
4 8.267 8.414 | 0.147 | Sesaminol glucosyl-(1->2)-[glucosyl-(1- 99.37
>6)]glucoside
Cis-p-coumaric acid 4-[apiosyl-(1- 99.37
>2)]glucoside
2'-(E)-Feruloyl-3-(arabinosylxylose) 99.37
8.419 | 0.152 | more than 50 compounds w/ score 99.56
5 8.513 8.64 | 0.127 | Geniposide 96.09
Linusitanarin 96.05
Perilloside E 96.05
Secologanin 96.09
Verbenadin 96.09
8.682 [ 0.169 | 1-O-Feruloylglucose 96.45
1-O-Feruloyl-B-D-glucose 96.45
3-0-p-Coumaroylquinic acid 96.3
4-p-Coumaroylquinic acid 96.3
Gentiopicrin 96.45
Veranisatin B 96.45
6 11.087 | 11.196 | 0.109 | Cis-caffeoyl tartaric acid 97.85
Cafteric acid 97.85
2-0-p-Coumaroylitartaric acid 97.62
7 12.233 | 12.386 | 0.153 | Quercetin 3-0-(6-0O-manoyl-B-D-glucoside) 97.58
12.386 | 0.153 | Quercimeritrin 98.52
Quercetin 4'-glucoside 98.52
Quercetin 3-0-glucoside 98.52
Quercetin-3-0-(6"-acetyl-glucoside) 98.6
Quercetin 3-galactoside 98.6
Myricetin 7-rhamnoside 98.6
Glyphoside 98.6
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8 12.787 | 12.929 | 0.142 | 1,3-Dicaffeoylquinic acid 98.25
1,4-Di-O-caffeoylquinic acid 98.25
Formononetin 7-O-glucoside-6"-O-malonate 98.25

Matriu D:

Per ultim, a la matriu D no s’identifiquen gaires compostos, el pic més caracteristic

correspon a un glucosid de la quercetina que s’identificara en funcié d’equivalents a la

forma lliure. A la figura 25 s’observa el cromatograma del qual s’han identificat els pics.

cNrREEREsEREN _RCE

FeRa R s

5 1 15 2

Figura 25. Cromatograma de I'extraccié amb condicions optimes de la matriu D.
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La taula 17 mostra els principals compostos identificats. Tot i no trobar els compostos

bioactius esperats, s’han identificat pics corresponents a altres compostos bioactius

caracteristics d’aquest vegetal®.

Taula 17. Compostos identificats de la matriu D.

Num Pic | DAD TOF Dif. Compost Score
1| 4307 |-
2 4.82 | 4.996 | 0.175 | Glucobrassicin 96.75
3] -
4| 7.773 | 7.921 | 0.148 | Neoglucobrassicin 99.09
4-Methoxyglucobrassicin | 99.09
5| 9.713 | 9.898 | 0.185 | Quercetin-3-O-glucoside | 95.21
6 | 10.622 | -
7 |1 13.173 | 13.317 | 0.144 | HMBOA-GIc 97.43
Cyclodopa glucoside 97.43
Cyclo-dopa 5-O-glucoside | 97.43
6"-O-Acetylholocalir 97.41
8 |14.827 | -
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Validacio del métode:

Per a la validaci6 del meétode s’avaluaran diferents aspectes com:
especificitat/selectivitat, linealitat, precisid, recuperacio, limit de deteccié (LOD) i limit

de quantificacié (LOQ).

Selectivitat:

Al no poder arribar a la separacié cromatografica dels pics del luteolin i quercetin, es
decideix treballar amb solucions independents per aquests dos patrons, aconseguint aixi

una bona selectivitat.

Tal i com mostra la figura 26, s"aconsegueix una bona selectivitat del metode per a la

determinacié dels patrons proposats.

1102 |DAD1 - A:Sig=280 4 Ref=450,10 190%18_PHEN_04.d
61

75 8 85 ] 95 1 W5 1 115 12 175 13 135 1 145 15 155 16 15 17 175 18 185 19
Response Units vs. Acquisition Time (min)

Figura 26. Cromatogrames superposats de la recta de calibratge.
Linealitat:
A lataula 18 es mostren els valors de R? on s’observa una bona linealitat ja que cap recta

té un valor inferior al 0.99.

Taula 18. Rectes de calibratge amb el valor de R2.

Compost Recta
Equacid R2
Acid cafeeic y = 34.074x - 34.395 0.9962
Eriocitrina y =9.9499x - 9.6581 0.9962
Hesperidina y =15.035x - 10.887 0.9973
Apigenina Yy =26.177x-42 0.992
Kaempferol y =18.423x - 27.132 0.9943
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Limonina y =5.2587x - 4.0309 0.9952
Quercetina y =81.948x - 25.18 0.9998
Luteolina y = 23.494x - 8.9802 0.9997

Es pot concloure que s’aconsegueix bona linealitat per a cadascuna de les rectes de cada

patro.

Precisio:

Per valorar la precisié del metode, s’integren els pics de les arees corresponents a tres
nivells de concentracio, baix, mig i alt, tres repeticions al dia (intra-day) i durant 3 dies
diferents (inter-day). Amb el valor de les arees es calcula la desviacié estandard relativa
(%RSD) de les diferents repeticions, en un mateix dia i a diferents dies. A la taula 19 es
mostren els resultats.

Taula 19. Valors de %RSD dels diferents patrons.

%RSD
Compost Concentracio Intraday Interday
Acid caféeic 1 ppm 9.61 2.12
25 ppm 0.37 0.79
45 ppm 1.11 0.67
Eriocitrina 1 ppm 11.16 3.89
25 ppm 0.44 1.53
45 ppm 1.75 1.76
Hesperidina 1 ppm 11.19 2.18
25 ppm 5.49 7.34
45 ppm 6.91 10.71
Apigenina 1 ppm 24.18 1.25
25 ppm 19.95 5.00
45 ppm 23.42 1.22
Kaempferol 1 ppm 10.61 11.46
25 ppm 1.03 6.08
45 ppm 1.17 0.86
Limonina 1 ppm 16.53 12.52
25 ppm 11.65 4.06
45 ppm 11.02 3.28
Quercetina 1 ppm 7.13 41.61
25 ppm 10.83 21.48
45 ppm 7.95 3.67
Luteolina 1 ppm 1.40 16.55
25 ppm 10.17 0.59
45 ppm 1.54 1.22
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Com s’observa a la taula 19, en general, els valors de la desviacié estandard relativa no
superen el 15%. Per I'acid cafeeic es mostren valors %RSD baixos, el valor més alt es per
a concentracions petites, ja que és on els petits canvis, tenen conseqiiéncies més
notables. A diferents dies la desviacié és molt baixa. El eriocitrina, kaempferol i luteolina
segueixen la mateixa dinamica. L’hesperidina, apigenina i limonina, mostren valors de
desviacié més alts en els assajos al mateix dia. Tenen una desviacid6 més alta de
concentracions en un mateix dia. En diferents dies no mostren tantes diferencies, degut
a que son relativament estables amb el temps. Per a la quercetina, els valors de %RSD
son alts, en quant a assajos en diferents dies, mostra la inestabilitat del compost amb el
pas del temps, a baixes concentracions aquestes variacions de composicié s6n més

notables, tal i com mostra el valor de %RSD =41.61a 1 ppm.

Recuperacio:

La recuperacid es determina fortificant cada matriu amb els patrons majoritaris en la

matriu determinada. Es calcula dividint la concentracié trobada amb I'esperada.

A la taula 20 s’observen els diferents valors mitjos de recuperacio.

Taula 20. Recuperacié dels diferents patrons a cada matriu.

Matriu Patré R%

A Luteolina 32.26
Apigenina 42.36

B Hesperidina | 91.95

Eriocitrina 46.58
Limonina 79.33

c1 Acid caféeic | 58.25
Quercetina | -

c2 Acid caféeic | 60.40
Quercetina | -

D Kaempferol | -
Quercetina | -

Com s’observa a la taula 20, s’obtenen valors molt baixos de recuperacio per a la matriu
A, aix0 pot ser degut per la disposicié d’aquests compostos a les matrius (en forma de
glucosid) i que els patrons reaccionin amb els sucres, formant un nou glucosid. Com que

les possibilitats sén tan amplies, és a dir, es poden formar molts glucosids diferents, és
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indetectable amb la resta de pics del cromatograma, per tant, I’area del patré disminueix
i el patré que s’ha unit al sucre es troba en un altre temps de retencié indetectable
perque son moltes les possibilitats de formar-se glucosids diferents. També és possible
que els patrons que s’han afegit (en forma lliure) s’hagin perdut en algun punt de la

metodologia.

Per a les matrius Ci D, es pot veure com no tenim valors de recuperacio, en excepcio de
I’acid cafeeic a la matriu C. Degut a que no ens surt cap pic detectable al mateix temps
de retencio que el patré original. Pot ser que igual que a la matriu A, s’hagin unit a sucres
i surtin a temps de retencié diferents i siguin indetectables degut a que com hi han tants
glucosids diferents possibles, les concentracions siguin molt baixes. També és probable
gue com que aquestes matrius tenen concentracions tan baixes de polifenols i per tant,
hem de pesar més quantitat de mostra, es perdi més mostra durant I'extraccié per
diferents motius (mostra no dissolta, adherida a les parets del matras, mostra perduda

a les evaporacions, etc.)

No obstant aix0, per a la matriu B, s’obtenen valors molt bons de recuperacié. Pot ser
degut a que aquests compostos no es troben adherits a sucres de forma natural i que
per tant, els patrons no s’adhereixin a cap sucre i surtin al temps de retencid
corresponent. També, es pesa molta menys quantitat de mostra, pel que fa més simple
gue es produeixin menys perdues durant I'extraccio ja que menys quantitat de mostra
es pot dissoldre de forma més facil i hi haura menys quantitat adherida a parets del
matras. Tot i aixi, es requereix més investigacio al respecte per acabar de definir on es

produeixen les perdues.

LOD i LOQ:

Per a valorar els limits de deteccid i quantificacid, disminuim la concentracié de les
solucions dels patrons fins a que aquests no siguin detectables, és a dir, fins que no es
distingeixi el pic del soroll de fons. El limit de deteccid sera la concentracié del patré on
la relacio senyal : soroll sigui 3. Per al limit de quantificacio sera la concentracié quan la
relacio senyal : soroll sigui 10. En la taula 21 es mostren els diferents limits de deteccid i

guantificacié per a cadascun dels patrons.
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Taula 21. LOD i LOQ dels patrons.

Patré Tr LOD LoQ

Acid caféeic 7.873 0.1 1
Eriocitrina 10.907 0.1 1
Hesperidina 13.06 0.1 1
Apigenina 18.86 0.1 1
Kaempferol 19.44 0.5 1
Limonina 23.44 0.8 1
Luteolina 16.613 0.1 1
Quercetina 16.747 0.001 1

Julidn Segura Rodriguez

Com es pot observar, tenim limits bastant baixos, el LOQ correspon al primer punt de la

recta de calibratge. Canviar la longitud d’ona de treball de la quercetina ha suposat una

disminucio molt significativa del LOD ja que absorbeix molt més a 210 nm que a 280 nm.
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Conclusions (catala):

S’ha desenvolupat un metode d’analisi per HPLC-DAD-TOF de compostos bioactius en
guatre matrius vegetals, optimitzant les condicions de I'extraccié i de la separacio
cromatografica. També s’han identificat els pics dels diferents cromatogrames de
manera temptativa degut a que els compostos d’interes es troben en forma de glucosid
a la natura. Tot i aixi, el metode desenvolupat permet la semi-quantificacié d’aquests

compostos en forma d’equivalents al patré lliure.

S’han obtingut diferents resultats per a cada matriu ja que no totes tenen la mateixa
complexitat. Per exemple, per a la matriu B, que els compostos d’interés no es troben
units a cap sucre, els resultats han sigut molt clars. Els analits surten al mateix temps de
retencid que els patrons amb una bona resolucio i eficacia. La identificacié d’aquests
compostos també ha sigut molt clara i simple. A més, I'extraccid ha donat valors de

recuperacié molt alts degut a I’alta concentracié d’aquests compostos a la matriu.

Per una altre banda, per als altres vegetals, que tenen concentracions més baixes de
polifenols, i a més, es troben en forma de glucosid, la identificacid, extraccid i
quantificacié ha estat més complexa i ha necessitat més temps i treball obtenir els valors

finals.

Cal mencionar que els compostos identificats per a cada matriu no sempre han coincidit

amb els compostos majoritaris esperats a partir de la bibliografia.

En conclusid, identificar i quantificar els mateixos compostos en diferents matrius és una
tasca molt complexa degut a la diferent disponibilitat dels analits en la matriu. Per tant,
desenvolupar i optimitzar un sol métode d’analisi per matrius amb caracteristiques
diferents, encara que siguin de la mateixa familia de vegetals, té un valor afegit de

dificultat.
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Conclusions (English):

An analytical HPLC-DAD-TOF method for quantifying bioactive compounds in four
matrices has been developed, optimizing extraction and chromatographic separation
conditions. Also peaks from different chromatograms have been identified in a tentative
way due to the glucoside structure of the interest compounds found in nature. Even so,
the developed method allows the quantification of these compounds by standard

equivalents.

Different results for each matrix has been obtained because each one has a different
complexity. For instance, for matrix B, whose interest compounds are not attached to
any sugar, results have been very clear. Its analytes appear at the same retention time
as the standards with a great resolution and efficacy. Identification of these compounds
has been also very clear and easy. Besides, extraction has performed high recuperation

values due to the high concentration of the interest compounds in the matrix.

In the other hand, for the other vegetables, whose polyphenols are found in glucoside
form and in a lower concentration, identification, extraction and quantification have
been more complex and has needed more time and work to obtain the final results.

It is worth to mention that identified compounds for each matrix do not always match
to the majority compound expected by the bibliography.

In conclusion, identify and quantify the same compounds in different matrices is a very
complex task due to the different availability of the anayltes in the matrix. Therefore,
develop and optimize a unique analytic method for different matrices, even though

they belong to the same group of vegetables, is a tough task to accomplish.
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